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【研究目的】代表的ながん抑制遺伝子産物 RB の標的である転写因子 E2F は、がん抑制遺
伝子 ARF を介して 2 大がん抑制経路である RB 経路と p53 経路を繋ぎ、がん化抑制に極め
て重要な働きをしている。当研究室では増殖刺激によって生理的に活性化された E2F は
ARF 遺伝子を活性化せず、代表的ながん性変化の 1 つである RB の機能不全によって RB
の制御を外れて活性化された E2F（以後「制御を外れた E2F」と称する）が ARF 遺伝子
を特異的に活性化することを見出した。先行研究において、ARF プロモーター内の制御を
外れた E2F 特異的に応答するエレメントとして EREA が同定されていた。また卒業研究に
おいて、EREA 下流の ARF(-102～-80)、(-79～-66)領域も制御を外れた E2F 特異的に応答
することが明らかにされた。本研究は、制御を外れた E2F 特異的に応答するエレメントを
複数同定し、それらの配列から制御を外れた E2F 特異的に応答するコンセンサス配列を明
らかにすることで、E2F ががん化に繋がる RB の機能不全と増殖刺激による RB の生理的
な不活性化を識別する機構を探ることを目的とする。 
 
【実験方法】E2F による ARF プロモーターの制御は、E2F1 発現ベクターpDCE2F、E2F2
発現ベクターpCMV-E2F2、E2F3 発現ベクターpCMV-E2F3 を用いたルシフェラーゼアッ
セイで調べた。細胞はヒト正常線維芽細胞 HFF を用い、遺伝子導入はリポフェクション法
を用いた。増殖刺激には、線維芽細胞の増殖刺激である血清刺激を用いた。ARF(-102～-80)
変異体、ARF(-79～-66)変異体、ARF(-66～-50)変異体、EREA/ARF(-102～-80)/ARF(-79
～-66)/ARF(-66～-50)変異体の作製には、PCR site-directed mutagenesis 法を用いた。 
(Sp1+GCx3)-SV40 core-Luc、(Sp1+GCx5)- SV40 core-Luc、
(Sp1+GCx5mut)-SV40core-Luc、(Sp1mut+GCx5)-SV40core-Luc レポータープラスミドは、
cassette mutagenesis 法を用いて作製した。 
 
【実験結果と考察】ARF(-102~-80)領域と ARF(-79～-66)領域が E2F1、E2F2、E2F3 それ
ぞれによる ARF プロモーターの制御に関与しているかを調べるため、各領域内で E2F 反
応性が減少することが分かっている点変異を完全長 ARF プロモーターに導入し、E2F1、
E2F2、E2F3 反応性を検討した。E2F1 と E2F2 では、ARF(-102~-80)変異体と ARF(-79
～-66)変異体共にARF(-736)野生型と比べE2F反応性が減少した。このことから、ARF(-102
～-80)領域と ARF(-79～-66)領域は共に E2F1 と E2F2 による ARF プロモーターの制御に
関与していると考えられる。これに対し E2F3 では、ARF(-79～-66)変異体は E2F3 反応性
が減少したが、ARF(-102~-80)変異体は E2F3 反応性は減少しなかった。このことから、
ARF(-79～-66)領域は E2F3 による ARF プロモーターの制御に関与しているが、ARF(-102
～-80)領域は関与していないと考えられる。これらの結果より、E2F1, 2 と 3 で反応するエ
レメントが異なる可能性が示唆された。 
EREA と ARF(-102～ -80)領域の配列の類似性から、典型的な E2F 結合配列
（TTTC/GC/GCGC）とは異なって T ストレッチを含まない（Sp1 結合配列+GC 連続配列）
が制御を外れた E2F 反応性に重要である可能性が示唆された。ARF(-66～-50)領域が同様
の構造をとることを見出したため、この領域がEREA、Region Aと同様にE2F1によるARF
プロモーターの活性化に関与しているのかを検討した。そのために、完全長 ARF プロモー
ターの-66～-50)領域に点変異導入した変異体コンストラクトを用いて、レポーターアッセ
イを行ったところ、E2F1 反応性が低下した。このことから、ARF(-66～-50)は E2F1 によ
る ARF プロモーターの活性化に関与していると考えられる。次に、この領域が E2F2、E2F3
によるARFプロモーターの活性化にも関与しているのかを同様の実験を行い検討したとこ
ろ、E2F1 と同様の結果が得られた。このことから、この領域は E2F2,E2F3 による ARF
プロモーターの活性化にも関与していると考えられる。 
（Sp1 結合配列+GC 連続配列）が単独で E2F 反応性を示すか調べるために、人工的にこ
の構造を取る配列を合成し、レポーターアッセイで検討した。(Sp1+GCx3)-SV40 core-Luc、
(Sp1+GCx5)- SV40 core-Luc 共に E2F1 反応性を示した。次に、（Sp1 結合配列+GC 連続
配列）が生理的な E2F に対しても反応性を示すのかを検討したところ、(Sp1+GCx3)-SV40 
core-Luc、(Sp1+GCx5)- SV40 core-Luc 共に血清刺激に対してほとんど反応性を示さなか
った。これらのことから、（Sp1 結合配列+GC 連続配列）が制御を外れた E2F1 特異的に反
応するコンセンサス配列として初めて同定された。次に、Sp1 結合配列と GC 連続配列は
ど ち ら も E2F1 反 応 性 に 必 要 で あ る の か を 、 GC 連 続 配 列 の 変 異 体
(Sp1+GCx5mut)-SV40core-Luc と、Sp1 結合配列の変異体(Sp1mut+GCx5)-SV40core-Luc
を作製し、レポーターアッセイで検討した。(Sp1+GCx5mut)-SV40core-Luc は E2F1 反応
性が失われたが、(Sp1mut+GCx5)-SV40core-Luc では E2F1 反応性は保持されていた。こ
れらのことから、GC 連続配列が E2F1 反応性に必要であるが、Sp1 結合配列部分は必要で
ない可能性が示唆された。 
本研究から、ARF プロモーターにおける EREA 以外の制御を外れた E2F 反応性に関与
する新規エレメントとして、(-102~-80)領域、(-79~-66)領域、さらに(-66~-50)領域が同定
された。それぞれの領域に対する E2F1~E2F3 の反応性が異なったことから、E2F のファ
ミリーメンバー間で反応するエレメントが異なる可能性が示唆された。 
